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前言 

药物靶点识别在药物发现价值链中起到关键作用。药物开发的关键步骤是识别潜在
候选药物的直接靶点并区分任何继发或脱靶效应。

药物靶点识别的方法之一是表型筛选，涉及向细胞（或较小的模型生物）中添加化
合物并测量对目标表型或细胞活性的影响1。对于对表型或细胞功能具有所期望的影
响的化合物，必须识别活性化合物直接扰乱的基因或基因产物（即，靶点）。因此，
药物开发的关键步骤是识别活性化合物的直接靶点以及该化合物可能影响进一步开
发的任何继发或脱靶效应。

直接测量细胞代谢以识别线粒体药物
靶点

图 1. 按年份绘制的 PubMed 中包括
关键词“线粒体”、“药物”和“靶
点”的出版物的数量
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近年来，已经确定线粒体和细胞代谢过程除具有众所周知的底
物氧化和 ATP 生成作用以外，还是细胞分化、细胞增殖、免
疫细胞应答、缺氧感受和细胞凋亡的核心2-4。实际上，线粒体
和代谢功能障碍越来越多地与众多病理联系在一起，其中包括
癌症、免疫细胞和系统疾病、神经退化、心脏病、肥胖和糖尿
病以及衰老过程5-7。于是，人们对线粒体和代谢药物靶点的关
注大幅增加（图 1）。因此，相应地需要对代谢通路功能进行
高灵敏度直接测量，以阐明潜在候选药物的特异性（及任何可
能的非特异性）靶点。

安捷伦 Seahorse XFe96 分析仪以多孔板形式直接测量活细胞
中的线粒体呼吸和细胞代谢。因此，该系统是用于检测以线
粒体和其他代谢通路（如糖酵解）为靶标的药物的功能效应
的理想选择。本应用简报提供了可用于代谢靶点识别研究的 
Seahorse XF 应用和工作流程的总体概述。 

未来，本系列应用简报将探讨如何使用这些分析来阐明药物化
合物的特异性和非特异性靶点的有趣案例。 

图 2. 左图：安捷伦 Seahorse XF 细胞线粒体压力测试分析设计和输出参数；右图：用 UK5099 对细胞进行预处理后的 MST 
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用于线粒体和代谢药物靶点识别的 Seahorse XF 工作流程

本工作流程分为一系列分析，旨在解答以下主要问题：

1. 化合物是否影响线粒体或代谢功能？

2. 化合物的特异性靶点是什么？

3. 是否存在任何非特异性或脱靶效应？

对于在表型筛选中表现为有效的化合物（例如，药物 X），执
行安捷伦 Seahorse XF 细胞线粒体压力测试 (MST) 以确定化
合物是否影响线粒体功能8, 9。该分析通过测定耗氧率（图 2，
左图），对线粒体呼吸的几个关键参数进行了检测。其中发生
变化的参数（以及变化幅度）提供了有关化合物是否改变线粒
体功能的信息10, 11。该分析的结果还可以确定后续最适合采用
哪种类型的 XF 分析设计来采集更具体的信息（包括药物靶点
识别）。例如对于药物 X，该工作流程将应用于众所周知的线
粒体丙酮酸载体抑制剂 UK509910。

图 2（右图）显示了在缺乏和存在 UK5099 时的 MST 结果。
数据表明，UK5099 确实影响线粒体功能，表现在基础呼吸速
率和最大呼吸速率均有所下降。

药物 X 是否影响线粒体功能？
细胞线粒体压力测试 (MST) 在药物 (UK5099) 存在下执行 MST
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图 3. 丙酮酸、谷氨酸和琥珀酸线粒体氧化通路的简单示意图。复合物 I 和复合物 II 底物和通路分别显示为红色和蓝色。请
注意：丙酮酸和谷氨酸都提供 NADH 给 CI，而琥珀酸提供 FADH2 给 CII。MPC：线粒体丙酮酸载体；PDH：丙酮酸脱氢
酶。为清楚起见，省略了复合物 V 及其他氧化磷酸化组分

图 4. 提供丙酮酸 (Pyr)/苹果酸、谷氨酸 (Glu)/苹果酸或琥珀酸 (Succ)/鱼藤酮作为
唯一底物的透化性细胞的呼吸；UK5099 仅抑制丙酮酸驱动的呼吸。HSkMM：人
骨骼肌成肌细胞；NRVM：新生大鼠心室肌细胞；皮层神经元：大鼠原代皮层神经
元。摘自参考文献 11

接下来，必须考虑代谢的哪些部分可能会驱动这种变化。
UK5099 的 MST 图谱表明，在底物氧化和/或电子传递链/氧
化磷酸化通路中发生了功能障碍11。这些通路包括底物转运和
速率控制蛋白质和酶的活性，包括谷氨酰胺酶、CPT1a、丙酮
酸脱氢酶 (PDH)、TCA 循环酶、电子传递和氧化磷酸化机制。

为确定 UK5099 的效果，使用安捷伦 Seahorse XF 细胞膜通透
剂 (PMP)。细胞膜透化使得提供的底物可直接进入线粒体中，
而无须将线粒体与细胞物理分离10, 12, 13。由于不同的可氧化底
物参与不同的代谢通路，因此提供了特定底物的透性化细胞的
呼吸速率可用于识别靶点，这些靶点在受到调节后引起可在完
整细胞中观察到的线粒体呼吸变化。图 3 简单概述了丙酮酸、
谷氨酸和琥珀酸的底物依赖性通路，更多信息参见参考文献 
10 的图 S3。 

因此，工作流程中的下一步 XF 分析是在存在和缺乏候选药物 
UK5099 的情况下将这三种底物分别提供给透性化细胞。如
图 4 所示，UK5099 仅在丙酮酸作为底物时阻止呼吸；向各种
类型的透性化细胞（HskMM、NRVM 和原代皮层神经元）提
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供谷氨酸或琥珀酸时无效。总而言之，这些结果表明：呼吸
复合物 I 和复合物 II 都不是 UK5099 的靶点，并且 UK5099 对
呼吸的抑制必定位于复合物 I 和 TCA 循环的上游，因为谷氨
酸（复合物 I 底物）或琥珀酸（TCA/复合物 II 底物）氧化都
不受影响。此外，这些结果还表明丙酮酸脱氢酶 (PDH) 或线
粒体丙酮酸载体 (MPC) 可能是 UK5099 的靶点。然后可以进
一步分析透性化细胞和替代底物以区分 PDH 和 MPC，如同证
明 MPC 是 UK5099 的特异性靶点一样10。 
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总结

我们对代谢作用的理解已经从简单的“管家”演变为许多正常和
疾病状态的核心参与者。在活细胞中检测化合物对线粒体功能
和代谢表型的影响，提供了一条识别代谢调节靶点的通路。此
方法补充了其他方法，例如以信号转导通路和细胞受体为靶标
的方法。除 ETC 和氧化磷酸化以外，本文所概述的示例强调
了考虑多条线粒体通路（包括底物转运和线粒体酶活性）的重
要性。通过将线粒体和代谢功能的直接基于细胞的测量结合到
药物靶点识别研究中，可以获得有关化合物的特异性和非特异
性效应的重要见解。
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